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Verf ahren zun Karlcieren von Proteinen mit Technetium 99 



m 



Die Erfindung betrifft ein Verf ahren und eine injizierbare 
Losung zum Markieren' von. Proteinen mittels Technetium 99 m * "bei 
dem man Pertechnetat reduziert und das reduzierte Pert echne tat 
mit mindestens einem der Proteine aus der Gruppe Fibrinogen 
und der Inmmnoglobuline in Beriihrung bringt, urn dieses Protein 
zu markieren. ' 



In der Literatur sind bereits verschiedene Verf ahren - zum Mar- 
kieren von Fibrinogen beschrieben. Diese Angaben beziehen sich 

insbesondere auf die Markierung von Fibrinogen mit Jod J^^^ 
125 

oder J . Zu diesen bekannten Verf ahren gehoren das elektro- 
lytische Verf ahren, das enzymatische Verf ahren, das Chloramin- 
T-Verfahren und das Jodmonochlorid- Verf ahren. Diese Verfahren 
haben bestimmte Nachteile, die einerseits auf die Verwendung 
von Padioisotopen mit einer zu iangen Haibwertszeit oder von 
Radioisotopen mit einer fiir die Markierung von Proteinen 
nicht geeigneten Haibwertszeit und andererseits auf eine mit den 
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derzeit aui de-n liarkt vorhandene Einrichtimgen zua Sichtbar- 
ma chen nicht vertragliche Energie und auf eine zu starlee Irra- 
diation Oder auf ein su starkes Untergr^dgerausch , velchcG 
den ITachweis von Thro rabo sen im Beckenbereich verhindert, su- 
riickzuf iihren sind. 

Hauptsachlich aus diesen Griinden wendet nan heute lieber Ver- 
f ahren zum Harkieren mit Technetium 99° an, wobei das Tech- 
netiun 99 m die folgenden Eauptvorteile bietet: es ist leicht 
erhaltlich, hat weine kurse Halbwertszeit , ist ein reiner 
^"-Strahler, dessen Strahlung eine Enezrrgie, welche die Sicht- 
barnachung mit gangigen Apparaturen erlaubt und einen mini- 
malen Irradiationsgrad aufweist- 

Die bisher angewendeten Karkierungaverfahren basieren jedoch 
im v/esentlichen auf den Hethoden der eiektrolytischen Ilar- 
kierung. Cbgleich in der Literatur auch die Aawendung von 
Harkierurigsverf ahren mit Technetium. 99 n auf chemischem Wege 
in Gegenv/art von Heduktionsmitteln , v:ie Zinn(lI)chlori.d oder 
Eonplexe von Ascorbinsaure mit Eisen, ervrahnt sind, geht daraus 
hervor, daS die Srgebnisse , die damit erzielt wurden, niemais 
sehr zufriedenstellend war en, well diese Agentien im allgemeinen 
zu einer Verminderung der Loslichkeit des reduzierten Pertechne- 
tats f iihren, welche die Karkierung des Proteins verhindern kann. 
Was die Karkierungsverfahren mit 'Techneuium 99^ anbetrifft, 
in denen die Reduktion von Pertechnetat auf elektrolytischem 
Wege angewendet vrird, so machen sie, obgleich sie nach den 
Angaben in der Eiteratur die oben genannten ITachteile der hig- 
her bekannten chemischen Harkierungsverf ahren nicht auf vie i sen . 
und haufig die Erzielung einer ziemlich selektiven Ilarkierung 
des Proteins erlauben, die Verwendung eines komplisierten 
und kostspieligen Materials erf orderlich, da die Elektrolyse 
im allgemeinen mit Zirkoniumelektroden durchgef iirrrt wird. 
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Es wurde nun sehr iiberraschend erf indungsgemaB f estgestellt , 
daB die Verfahren zur Markierung von Proteinen auf cheraischem 
Wege nit Technetium ^^ m in Gegenvrart von Reduktionsraitteln 
unter bestimmten Bedingungen auBerordeut lich vorteilhaft sein 
konnen gegeniiber den bekannten Markierungsverf ahren, ins- 
besondere gegeniiber den elektrolytischen Markierungsver- 
fahren, sowohl was die Selektivitat der Markierung als auch 
was die Ausbeute und die Stabilitat derselben anlangt. 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein wirtschaft- 
liches Verfahren ansugeben, welches die Eferstellung einer 
Injizierbaren Losung eines Proteins der oben genajj.iit.en Gruppe 
erlaubt, das mittels Technetium 99 m markiert ist, welches 
erlaubt, sowohl die sehr vorteilhaf ten Eigenschaf ten des , 
Technetiums als Isotopenindikator (Tracer) vollstandig auszu™ 
nutzen als auch eine Selektivitat und Stabilitat der Markierung 
sowie eine V/irksanikeit der Bindung des Technetiums an das 
Protein zu erzielen, die besser sind als diejenigen, die mit 
den bisher bekannten Markierungsverf ahren erzielbar v/aren. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Markieren von 
Proteinen mittels Technetium 99 m , hei dem man Pertechnetat 
reduziert und das redusierte Pertechnetat mit mindestens einem 
der Proteine aus der Gruppe Fibrinogen und der Immunoglobu- 
lins in Beruhrung bringt, um eine Markierung des Proteins 
zu erzielen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man die Re— 
duktion des Pertechnetats in Gegenwart eines Reduktionsmittels 
bei einem pH-Wert zwischen 11 und 12 durchfiihrt und daB man die 
dabei erhaltene llischung, die das mit Technetium markierte 
Protein enthalt, einer Reinigung unterwirft, welche die Eli- 
mini erung eventueller Abbauprodukte dieses Proteins sowie des 
nicht-f ixierten Technetiums erlaubt. 

Erf indungsgemaB wird die Reduktion des Pertechnetats in Gegen- 
wart eines Reduktionsmittels bei einem pH-Wert zwischen 11 und 
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12 durchgef iihrt und d±e dab si erhalteae Llischung, die das 
mit Technetium markierte oben genannte Protein enthait, 
das durch Inberiihrungbringen des reduzierten Technetiums mit; dem 
Protein kergesteilt worden ist , wird einer Seinigung untery/orfen, 
welche die Eliminierung der gegebenenf alls vorhandenen Abbau- 
produkte dieses Proteins sowie des nicht-f ixierten Techne- 
tiums erlaubt* 

ZweckmaBig besteht die Reinigung darin, daB man aus diesem 
Protein die Substansen eliminiert (eatfernt), die ein Mole- 
kulargewicht von weniger als 100 000 aufweisen. GemaB einer 
besonders vorteilhaf ten Ausfiihrungsf orm wird die Heduktion 
des Pertechnetats bei einem pH-57ert in der GroBenordnung von 
11,6 durchgef iihrt . GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm 
wird das in physio logischem Serum enthaltene Pertechnetat 
durch Zugabe einer Losung von Essigsaure und Zinn(II)chlorid 
als Reduktionsmittel und anschlieBende Zugabe einer Base, 
um den pH-Wert auf den gevriinschten TTert einzustellen, reduziert* 

Gegenstand der Erfindung ist ferner eine injizierbare Losung, 
die mindestens ein Protein aus der Gruppe Fibrinogen und der 
Immuaoglobuline enthalt , das mitt els Technetium 99 m markiert 
ist und nach dem vorstehend beschriebenen Yerfahren hergestellt 
wurde . 

Weitere Vorteile, Merkmale und Einzelheiten der Erfindung gehen 
aus der nachf olgenden Beschreibung von einigen beispielhaf ten 
vorteilhaf ten Ausfiihrungsf orm en des erf indungsgemaBen Ver- 
fabrens unter Bezugnahme auf die beiliegenden Zeicbnungen 
hervor. Dabei zeigen: 

Fig* 1 ein Diagram, das durch Chromatographie era alt en v/urde, 
v/elches auf der Abszisse die verschiedanen Fraktionen 
einer mit Technetium 99 m narkiertes Fibrinogen enthal- " 
tend en Losung und auf der Ordinate die Hadiokaktivit at 
dieser Fraktionen seigt; 
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Pig. 2 ein Diagramm, das dur ch Chromatographie erhalten 

wurde, welches auf der Abszisse die erhaltenen ver- 
schiedenen Fraktionen einer mit Technetium 99 m mar- 
kiertes Fibrinogen enthaltenden Losung und auf der 
Ordinate die optische Die litre dieser Fraktionen an~ 
gibt ; 



Fig. 3 das vergroBerte Bild einer elektrostatischen Darstellung, 
welche die Radioaktivitats-zonen zeigt, die der Fixie- 
rung des Technetium 99 m -Pertechnetats in den 19 Tage 
nach der Injektion des Freund-Adjuvans und von 500 ja 
Ci von 99 m TcO Zi ~" erreichten Zonen der rheumatoid en 
Arthritis des Schwanzes und der Pfote einer Ratte 
entsprechen; 

Fig. 4- ein vergroBertes Bild einer elektrostatischen Darstel- 
lung, v/elche die Radio aktivit at s zonen zeigt, die der 
Fixierung des Technetium 99 m -Fibrinogens in den 19 
Tage nach der Injektion der gleictien Dosis des Freund- 
Adjuvans wie sie fur die Erzeugung des in der Fig. 3 
dargestellten Bildes verwendet worden ist, und von 500 
p. Gi von 99 m Tc-Fibrinogen erreichten Zonen der rheu- 
matoiden . Arthritis des Schwanzes und der Pfote einer 
Ratte entsprechen. 

Das erf indungsgeiaaBe Verfahren betrifXt die Herstellun- einer 
injizierbar en Losung von Fibrinogen oder Immunoglobulinen, 
die mittels Technetium 99 m markiert worden sind, als Isotopen- 
indikator (Tracer). Dieses komplexe Radioisotop eignet sich 
besonders gut in der spezifischen Radiodiagnostik und zur Friih- 
erkennun> von inf lammatorlschen Erkrankungen des Bindegewebes , 
wie z.B. unter anderem der rheumat oiden. Polyarthritis , der 
Gef aBthrombosen und von inalignen Tumoren, insbesondere solchen 
der Leber und des Gehirns. Unter "rheumatoid'er ; Polyarthritis 
oder Arthritis" ist auch "Arthritis deformans" zu verstehen. 
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Zv/eckmaBig verwendet man lyophilisiertes Fibrinogen mensch- 
lichen Ursprungs , das Menschen injiziert werden kann und 
dessen koagulierbare Fraktion sich auf etwa 90 % belauft. 
Daruber hinaus ist dieses Fibrinogen steril und frei von 
dem Australien-Antigen und Fieber erzeugenden Stof fen* Es 
wird in lyophilisierter Form in Gegenwart von ITatriumsalzen 
(basischen Salzen) aufbewahrt. 

Bei dem verwendeten Isotopenindikator (Tracer) handelt es 
sich vorzugsweise urn steriles mid apyrogenes 99 m Tc-Fertech- 
netat (NaTcO^) * Bevor das Fertechnetat mit dem zu markierenden 
Protein, z.B. Fibrinogen, in Ber-uhrung gt*bx-ciohu wird, wird es 
reduziert. Es ist namlich allgemein bekannt, daB das in Form 
von 99 TcO^" erhaltene 99 m Tc vorher zu dem Oxy&ationszu- 
stand 4-+ oder 5+ reduziert werden muB , bevor es sich an irgend- 
ein Molekiil bindet. 

Die Auswahl des pH-Wertes ist diesbezllglich sehr wichtig und 
erf indungsgemaB arbeitet man bei einem pH-Wert in der GroBen- 
ordnung von 11 bis 12, vorzugsweise bei 11,6. Es ist absolut 
unerlaBlich, den pH-Wert innerhalb dieses Bereiches zu halten. 
Wenn man sich namlich davon entfernt, so wurde f estgestellt , 
daB iiberraschenderweise sich die Wirksamkeit der Bindung des 
redusierten Technetiums an das Protein deutlich vermindert . 
Als Reduktionsmittel verwendet man vorzugsweise Zinn(ll)- 
chlorid. Das reduzierte Technetium bindet sich dann, wenn es 
mit dem Fibrinogen in Berfihrung gebracht wird, an die Tyro- 
sylgruppen des Fibrinogenmolekiils • 

Das lyophilisierte Fibrinogen wird in sterilem und pyrogenfrei- 
em V/asser gelost und anschlieBend einer Dialyse unterwor£en, 
um die oben genannten Fatriumsalse abzutrennen. In einer dar- 
auTfolgenden Stufe wixd das reduzierte Pertechnetat , beispiels- 
weise durch Riihren, mit dem gelosten Fibrinogen in intensiven 
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Kontakt gebracht, urn die Markierung des Fibrinogens zu be- 
wirken. Die auf diese l^eise erhaltene Mis c hung, die das ge- 
loste Fibrinogen und das reduzierte Pertechnetat enthalt, 
wird anschlieBend voraugsweise durch Zugabe einer waBrigen 
losung von Natriumcitrat und Zitronensaure auf einen. pH-Wert 
zwischen 7 und 8 gebracht . Ein pH-Wert in der Gr oBenordnung 
von 7,4 ist besonders geeignet. 

Es ist auch moglich, eine Markierung des lyophilisierten Fibri- 
nogens ohne Durchf iihrung der oben genannten Dialyse zu er- 
zielen, Man geht dabei wie oben angegeben vor, wobei man die 
das geloste Fibrinogen und das reduzierte Pertechnetat ent- 
haltende Mischung auf einen pH-Wert zwischen 7 und 8, vorzugs- 
weise auf 7,4, bringt, beispielsweise ebenfalls durch Zugabe 
einer waBrigen Losung von Natriumcitrat und Zitronensaure. 
Zu dies em Zweck werden erf indungsgemaB die Reduktion des Per- 
technetats, das inberiihrungbringen des reduzierten Pertech- 
netat s mit dem gelosten Fibrinogen und die Senkung des pH- 
Wertes der Mischung auf einen Wert zwischen 7 und 8 vorzugs- 
weise imter einer Stickstof f atmosphare durchgef ilhrt . Der Stick 
stoff nimmt namlich die St ell e des atmospharischen Sauerstoffs 
ein und verhindert jede Oxydation oder Rilckoxydation der Be- 
standteile in Gegenwart insbesondere des reduzierten Pertech- 
netat s. 

Erf indungsgemaB. unterwirft man die so erhaltene Mischung, 
die mit Technetium markiertes Protein enthalt, einer Reinigung 
um eventuelle Abbauprodukte dieses Proteins sowie das an 
letzterem nicht-f ixierte Technetium zu eliminieren. Diese 
Reinigung besteht vorzugsweise darin, daB man von dem markier— 
ten Protein die Substanzen mit einem Molekulargewicht von 
weniger als 100 000 und gegebenenialls weniger als 500 000 
abtrennt , indem man die Mischung durch eine geeignete Membran 
schickt, welche die Substanzen mit einem Molekulargewicht ober 
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halb der obcn angegebenen 7/erte zuriickha.lt. So verwendet man 
beispielsweise zum Zuriickhalt en der Substanzen mit einem Mole- 
kulargewieht von mehr als 100 000 zweckmaBig eine Amicon-Zelle , 
Modell 12, mit einer Membran vom Typ XM 100A. 

Durch eine erste Reinigung eliminiert man zweckmaBig das freie 
Technetium und das an Molekxile, deren Molekulargewicht unterhalb 
100 OOO liegt, gebundene Technetium und durch eine darauffol- 
gende zweite Reinigung eliminiert man alle Molekiile, deren 
Molekulargewicht unterhalb 300 000 liegt. In bestimmten Fallen, 
beispielsweise dann, wenn man die Markierung des lyophilisier- 
ten Fibrinogens ohne Durchfiihrung der Dialyse durchfiihrt. 
ist es zweckmaBig, vor der oben genannten Reinigung die kolloi- 
dalen Teilchen und/oder Niederschlage , wie z.B. die Teilchen 
von ausgef allenem Zinn, die wahrend der Senkung des pH-V7ertes 
der das geloste Fibrinogen und das reduzierte Pertechnetat 
enthaltenden Mischung auTtreten, abzutrennen. Zum Zuriickhalten 
dieser Teilchen verwendet man beispielsweise ein Millipor en- 
Filter mit einem Porendurchmesser von 0,22 mu. 

Durch verschiedene Kontrollverf ahren, wie z.B. die Saulen- 
chromatographie und die Immunoelektrophorese , ist es noglich, 
festzustellen, daB das Eeinigungsverxahren eine Eliminierung 
der Mehrzahl der Abbauprodukte und des freien Technetiums 
garantiert. Es wurde f estgestellt , daB in der erfindungsgemaB en 
Endlosung das Technetium 99™ zu etwa 90 % an einem Fibrinogen- 
Lfolekiil fixiert ist und das auf eine sehr reproduzierbare 7/ei- 
se, wahrend die beiden auf einanderfolgenden Reinigungen in 
bestimmten Sonderfallen die Herstellung einer Losung von mit 
Technetium markiertem Fibrinogen erlauben, in der die Llenge 
des an einem Fibrinogeninolekul fixierten Technetiums mindestens 
98 % betragt. 

Diesbeziiglich sei f estges bellt , daB mit den bisher bekannten 
I.Iarkierungsverfahren, wie bereits v/eiter oben angegeben, eins 



6 0 9 8 4 7 / 1 G 1 3 



)OCID: <DE _ 262131 1 A1 J > 



- 9 - 



262 1 3 1 1 



Markierurg mit einer ebenso hohen Ausbeute nicht erzielt 
warden karm, da die dabei erzielbaren Ausbeuten in dsr 
GroBenordnung von 55 bis 70 % liegen. 

Die beiden beiliegenden Diagramme zeigen die Wirksamkeit 
des erf indungsgemaBen Reinigungsverf ahrens und erlauben die 
Pestste Hung, daB es sich bei dem markierten Produkfe urn 
das Fibrinogen handelt^und das auf eine sehr selektive Weise. 

Die beiden folgenden Beispiele, in denen bevorsugte Ausfiih- 
rungsformen der Erfindung beschrieben sind, dienen der wei- 
teren Erlauterung des erf indungsgemaBen Verfahrens, es sei 
jedoch darauf hingewiesen, daB die Erfindung keineswegs dar- 
auf beschrankt ist. 

Beispiel 1 

Redulrtion cLes Per be chnetats 

10 ia'Ji Fertechnetat, enthalten in 2 ml physiologischem Serum, 
v/erden durch Zugabe von 1 ml einer waBrigen Los ring, die auf 
100 ml 20 pi- 96 %ige Essigsaure md 10 mg SnCl 2 *2H 2 0 enthalt, 
einerseits und von 0,3 ml 0,1 n NaOH, urn den pH-Wert auf 
11,6 zu bringen, andererseits reduziert* 

Konditionierung des Fibrinogens 

Man lost 1 g lyophilisiertes Fibrinogen in 100 ml sterilem 
und pyrogenfreiem Wasser. Man dialysiert das geloste* Fibrino- 
gen 18 Stunden lang bei 4-°C in Dialysesacken vom Typ 
Visking 1-8/32" gegen eine 0,6 %± S e ITaCl-Losung. Han teilt 
das geloste Fibrinogen in aliquote Anteile zu 2 ml auf, 
die man bei -20°C in Flaschchen aufbevrahrt. 
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Marlvie£un3_nach der Erf indung 

2 ml Fibrinogen warden 15 Minuter*, lang bei Umgebungs tempera- 
tux* mit der das redusierte Technetium enthalt enden losung 
geriihrt. AnsehlieBend senkt man den pH-Yfert der dabei er- 
haltenen Mischung durch Zugabe der erf orderlichen Menge einer 
Puff erlo sung, die 10 ml 0,1 M Natriumcitrat und 0,5 ml 0*1 M 
Zitronensaure enthalt, bis auf 7*4-» 

Reinigung des ^ibr_inog_en_s 

Das nicht— f ixierte Technetium tmn die event ue lien Abbaupro— 
dukte werden durch Hindurchleiten durch eine Amicon-Zelle , 
Modell 12* mit einer Membran vom T;yp XM 100A eliminiert. 

Endk£ntr£l3.e_der_L^sung des_ m a r k^e r t en_F ibr i nog ens_ 

Vor der Injektion wird das erhaltene Endprodukt getestet, 

um die Sterilitat und die Abwesenheit von pjTogenen Materialien 

zu gewahrleisten. 

Beispiel 2 

Reduktion des Pert€>ck^^tatj3 

Man verf ahrt wie in Beispiel 1 , wobei man unter einer Stick - 
stof f atmosphare arbeitet . 

Konditioni£rung des Fibrinogens 

Man lost 1 g lyophilisiertes Fibrinogen in Gegenwart von 
Natriumsalzen in 100 ml sterilem und pyrogenf reiem Wasser. 
Man unterteilt das geioste Fibrinogen in aliquote Anteile su 
2 ml, die man bei — 20°C in Flaschchen aufbewahrt. 
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Erf i ndungs g ema3 e kie rimg 

2 ml Fibrinogen werden unter Stickstoff und bei Umgebungs- 
temperatur 15 Mi mi ten lang mit der das reduzierte Technetium 
enthaltenden Losung gerlihrt. Man senkit anschlieBend den pH- 
Wert der gebildeten Mischung durch Zugabe der erf order lichen 
Menge einer 10 ml 0,1 M Natriumcitrat und 0,5 m.1 0,1 M Zitronen- 
saure ent halt end en Lo sung von einea Anfangswert von 9,6 auf 7,^* 
stets unter einer Stickstof f atmosphare. 

Abtrennung der kolloidalen Teilchen und/oder Niederschlage , die 
wahrend der Senkung des pH-Wertes der Mis^chung^auf j£reten_ _ „ 

Die eventuellen Kolloide und das ausgef allene Zinn werden durch 
Durchlauf enlassen der Mischung durch ein Mi Hip or en-Filter mit 
einem Forendurchmesser von 0,22 npi abgetrennt „ 

Erf indungsgema^ 

Man verfahrt wie in Eeispiel 1. 

En^ontrolle_djer_Losung des m ark i er t £n_Fib r i nog e ns__ 

Vor der Injektion testet man das Endprodukt , um die Sterili- 
tat und die Abwesenheit von pyrogenem Material zu gewahrleisten. 

Das erf indungsgeiaaBe Verf ahren eignet sich auch zum Markieren 
der iimunoglobuline (IgG, IgA, IgLI) mitt els Technetium. Wie be- 
reits oben angegeben, wurde die Llarkierung von Fibrinogen und 
der Ihmunoglobuline entwickelt fur die spezif ische Diagnostik und 
die Friiherkennung einer bestimmten Anzahl von Erkrankungon , 
wie z.B. der rheumat oiden Polyarthritis, der Gef aBthrombosen 
und dor maglignen Tumoren, insbesondere der Tumoren der Leber 
und des Gehirns. Diese Methode erlaubt den Nachweis von Erkran- 
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kungen. der Organe durch Gichtbarniachiing mitt els einer jf-Ssin- 
tillationskamera. 

ITachf olgend ist ein Vergleicfrsversuch beschrieben, welcher die 
Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens (99 m Tc -Fibrinogen) 
gegenuber den Verfahren, in den 99 m TcO^" verwendet wjLrd, der 
Isotopenindikator (Tracer), wie er ublicherweise fiir die Diag- 
nose von Gelenkentsundxixigserlcranlcungen bei rheumatoider - 
Arthritis rait dem Freund-Adjuvans bei dar Ratte angewendet ;vird. 

Es ist bekannt, dali das histologische Krankheit sbild der rheu- 
m at olden - Arthritis durcb eine vorzeiLige Abiagerung von 
Fibrin auf der Synovialmembraxi charakterisiert ist, uia die herum. 
sich Zellelemente anreichern, die zur Bildung des Pannus 
riihren- In verschiedenen Entwicklungss badden der Arthritis 
nach der Injektion des Adjuvans wird eine gleiche Menge des 
einen oder des anderen dieser beiden Isotopsnindikatoren 
(Tracer) zwei Gruppen von Ratten injiziert. Die Entwicklung 
der Untersuchungen ist in der nachf olgenden Tabeile angegeben* 

Tabelle 

1 - Gruppe von drei Ratten 4- Freund-Adjnvans 
500 fxC± Tc" m 0 4 " 

J 1 f I i_J i t t Tage 

0 3 6 9 12 15 17 21 
500^Ci Pibrinogen-Tc 99ni 

2. Kontinuierliche Auf zeichnung der Radioaktivit at innerhalb 
von 30 oder 60 Minuten. 

3. Auswahl der interessierenden Zonen. 
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4-. Berechmvig der Akfcivitatsverhaltnisse: 

a) volls Ccindigs Pfote/vollst lindigcr Korper 

b) aktive Zone/vollstandige Pfote 

c) aktive Zone/inakti-ve Zone 

5* Vergleich dieser Verhaltnisse nach 5 Minuten und nach 
30 Minuten. 

6. Statistische Methode: ?r t in Paaren" • 

Die Analyse der Ergebnisse, so wie sie instesondere aus den 
Pig. 3 und 4- der beiliegenden Zeichnungen ersichtlich sind, 
erlaubt die JToigenden Schiufifoigerungen: 

a) Die Verteilung des 99 m TcO^" mid des 99 m Tc-Fibrinogens in 
den erkrankten Gelenken ist vollkommen verschieden: homogen 
fur da s 99^00^", wie aus der Pig. 3 der beiliegenden Zeichnungen 
ersichtlich, worin eine einzige Hyperfixierungszone des Tech- 
netium 99^ in der Pfote und in dem Schwanz der Ratte erkenhbar ist 
und heterogen fur 99 m Tc~Pibrinogen 9 wie aus der Pig. 4- er- 
sichtlich, wo rau 3 zwei gut unterscheidbare Hyperf ixierungs- 
zonen in der Pfote und eine starke Pixie rung in dem Schwanz 
hervorgehen. Dieser Unterschied ist in erster Linie auf das 
verschiedene Verhalten dieser beiden Isotopenindikat oren 
(Trac er ) zurlickzuf iihr en . 

Die Anreicherung des 99 m TcO^"~ in eineni erkrankten G-elenk ist 

das Ergebnis ^ das mit zwei Mechanismen zusainmenhangt : 

in einer ersten Phase ist die Anreicherung proportional zu 

dem Grad der Entsiindung (intravascularer Ivlechanismus ) , 

in einer zweiten Phase diffundiert der aui den Blutproteinen 

xixierte Isotopenindikator (Tracer) in die umgebenden Gewebe 

(extravascularer Llechanismus) . 
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Das Tc 99 ""-Fioronogen dif f undiort nicht in die uingebenden 
Gav/ebe • Sein G-rad der Fixierung 1st proprotional zu der auf 
dei? erreichten Synovialmembran ahgelagerten FibrimiLenge. 

b) Der Vergieich des Verhaltnisses (erkrankte Zone)/(nicht-er- 
krankte Zone) nach 5 Minuten und nach 30 uder 60 Minuten 
zeigt fur das 99^00^" eine Abnahme dieses Verhaltnisses mit 
dem Ablauf der Zeit, dagegen eine Zunahms dieses Terhaltnisses 
fiir das 99 m Tc-Fibrinogen. 

Die statistische Metho&e "t in Paaren" ist auBerst significant : 

A.R* bei t = 5 Minuten und 50 Minuten 
99 m Tc0 4 " 99 m Tc-Fibrino S en 
p< 0,001 0 9 1< p<0,05 

c) Die Anreicherung des 99 m l ! c0 Z| ~ ist das Ergebnis eines GefaB- 
erweiterungsprosesses im Eabmen einer nieht-spezif ischen "Entzun- 
dung, vrahrend das 99 m Tc-Fibrinogen eine Fixierungsspesif it at 
aufweist, die an die Anwesenkeit einer Pibrinablagerung auf der 
Synovialmembran gebunden ist. 

d) Das 99 m Tc-Fibrinogen erlaubt als Isotopenindikator (Tracer) 
die Friihdiagnose und spezifische Diagnose von rheumat:>id£n 
Arthritis (Arthritis deformans). 

r 

e) Das 99 Tc-Eibrinogen erlaubt andererseits eine objective 
Beurteilung der Entwicklungstendenz der Erkrankung P 

Die Erfindung wurde zwar vorstehend unter Bezugnakme auf bevor- 
zugce Ausflihrungsf ormen naker erlautert, es ist jedoch fiir den 
Fachmann selbstver-s candlich , daB sie darauf keinesv;egs be- 
schrankt ist, conlern dafi diese in vielfacher Kins I cat abge- 
Lindert und nodifisiert warden kozmen, ohne daB dadurch der 
Cabmen der vorliegenlen Erfindung verlassen wird. 

Pat ent an sp rile he 
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Patentanspriiche 



1 . Verf ahren ziun Markieren von Proteinen mitt els Technetium 
99 m , bei dem Pertechnetat reduziert und das reduzierte Per- 
tecknetat m±t mindestens einem der Proteine aus der Gruppe 
Fibrinogen und der Immunoglobuline in Beriihrung gebracht 
wird, um eine Markierung dieses Proteins zu erzielen, dadurch 
gekennzeichnet , daB man die Reduktion des Pertechnetats in 
Gegenwart eines Reduktionsmittels bei einem pH-Wert zwischsn 
11 und 12 durchfiihrt und daB man die dabei erhaltene Hischurtg. 
die das mit Technetium aarkierte Protein enthalt, einer Rei- 
nigung unterwirft, welche die Eliminierung eventueller Abbau- 
produkte dieses Proteins sov/ie des nicht-f ixierten Technetiums 
erlaubt . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet-, daB 
man die Reduktion des Pertechnetats bei einera pH-Wert in der 
GroBenordnung von 11,6 durchfiihrt, 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Peinigung darin besteht, daB man die Substanzen 
mit einem Molekulargewicht von weniger als 100 000 von dem 
Protein abtrennt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Peinigung darin besteht, daB man die Substanzen 
mit einem Molekulargewicht von v/eniger als 300 O00 v6n der 
Mischung abtrennt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Peinigung darin besteht, daB man suerst das 
freie Technetium und das an Llolekiile mit einem Molekularge- 
wicht von weniger als 100 000 gebundene Technetium und an- 
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schlieBend die Moiekiile in it einem Molekularge-,vicht von weniger 
als 300C00 eliminiert. 

6, Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 3 bio 5, 
dadurch gekennzeich.net, daB man die Mischung eine geeignete 
Membran passieren laBt , die den Durchgang der von der Mis c hung 
abzutrennenden Substanzen erlaubt. 

7m Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 "bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , daB man das in physiologischem Serum 
enthaltende Pertechnstat durch Zugabe einer Losung von Essig- 
saure und Zirm(Xl)chlorid als ftfidnktionsmittel und anschlieBende 
Zugabe einer Alkalibase, um den pH-Wert auf den gewunscht en 
Wert zu bringen, reduziert. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB man ein injizierbares Fibrinogen 
menschlichen Ursprimgs verwendet. 

9. Yerfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet , daB man ein mit Alkalisalzen assosi- 
iertes lyophilisiertes Fibrinogen verwendet, dieses Fibrinogen 

in Wasser lost, diese Fibrinogenlosung dialysiert , urn die Alkali- 
salze zu entfernen, und die das Fibrinogen und das reduaierte 
Pertechnetat enthaltende Mischung auf einen pH-Wert zwischen 
7 und 8 bringt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daB 
man die Mischung auf einen pH-V/ert in der GroBenoriaung von 
7,4- bringt. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 und/oder iO, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man den pH-Y/ert der Mischung durch Zugabe einer 
waBrigen LoJung von ITatriumcitrat und Zitronensaure auf den 
gewunschten Wert bringt. 
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12. Verfahren nach mindestens eineni der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekeiuizeicb.net , daB aian nit Alkalis al sen assoziiertos 
lyophilisier ces Fibrinogen verwendet, dieses Fibrinogen in 
V/asser lost und die das Fibrinogen und das reduzierbe Per— 
technetat enthaltendeMischung auf einen pH-Wert zwischen 7 und 
8 bringt . 

13* Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
man die Mischung auf einen pH-Wert in der GroBenordnung von 
7,4 bringt. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 und/ oder 13 > dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man den pH-Wert der Mischung durch Zugabe einer 
waBrigen Losung von ITatriumcitrat und Zitronensaure auf den 
ge'vviinschten Wert bringt. 

15* Verfahren nach mindestens eineni der Anspruche 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet , daB man vor der angegebenen Eeinigung 
die kolloidalen Substanzen und/oder Uiederschlage , die gege- 
benenfalls v/ahrend der Absenktmg des pH-v/ertes der Mischung 
auftreten, abtrennfc ♦ 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB 
man die Mischung durch ein geeignetes Filter laufen laBt, wel- 
ches die von der Mischung abzutrennenden Substanzen zuriiclchalt . 

17 • Verfahren nach mindestens einen der Anspruche 12 bis 
16, dadurch gekennzeichnet, daB man die Markierung von 
Fibrinogen unter einer Stickstof 1 atmosphare durchfilhrt. 

18. Injizierbare Losung, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
mindestens ein Protein aus der Gruppe Fibrinogen und der 
Immunoglobnline enfchalt, das mittels Technetium narkiert 
und nach dem Verfahren genii LB mindestens einem der Anspruche 1 
bis 17 hergestellt word en 1st. 
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